目前，伴随诊疗模式、技术的改进，急、慢性B淋巴细胞白血病缓解率及长期生存率得到明显提高，但仍存在难治患者，且该部分患者肿瘤耐药性高、再次缓解率低、预后极差，即使行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT），其缓解率及长期生存率仍低[@b1]--[@b2]。CAR-T细胞治疗作为一种新的过继免疫治疗手段，通过细胞扩增及高效诱导抗肿瘤效应，使得复发难治B淋巴细胞白血病患者再次获得深度缓解[@b3]--[@b5]。然而，由于CAR-T细胞体内持续存在及肿瘤抗原表达逃逸变异等问题，仍有患者在CAR-T细胞治疗达完全缓解（CR）后再次复发[@b6]--[@b7]。同时，移植前缓解深度直接影响移植效果，对于未达CR患者，挽救性移植5年总生存（OS）率仅为8％[@b8]。因此，对于难治B淋巴细胞白血病患者，采用CAR-T细胞治疗达CR后序贯allo-HSCT可能降低复发率并延长生存期。我们尝试对10例高危难治急、慢性B淋巴细胞白血病抗CD19 CAR-T细胞治疗达深度缓解患者序贯allo-HSCT治疗并取得初步疗效，现报告如下。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例资料 {#s1a}
------------

本研究回顾性分析2017年11月至2019年3月在河南省肿瘤医院血液科接受抗CD19 CAR-T细胞获得深度缓解后序贯allo-HSCT治疗的10例难治急、慢性B淋巴细胞白血病患者。难治患者诊断标准：①初发或复发时存在预后不良的细胞遗传学、分子生物学及基因突变特征；②2个疗程诱导治疗未达CR；③首次CR后经巩固治疗，12个月内复发且常规化疗无效者。10例患者序贯allo-HSCT前均通过应用抗CD19 CAR-T细胞治疗获得深度缓解，且应用CAR-T细胞治疗前骨髓白血病细胞均表达CD19并无中枢神经系统及睾丸白血病。其中1例为外院抗CD19 CAR-T细胞治疗获得CR，9例采用我院抗CD19 CAR-T细胞治疗获得CR［具体方案：细胞回输前8 天，抽取外周血50 ml送我院GMP实验室进行基因修饰，使用转录病毒为慢病毒。细胞回输前5天予以FC方案，氟达拉滨（Flu）25～30 mg/m^2^第1～3天，环磷酰胺（CTX）0.6～0.8 g/m^2^第1～2天，回输CAR-T细胞数：（1.5～2.0）×10^6^/kg］。

二、抗CD19 CAR-T细胞序贯allo-HSCT治疗 {#s1b}
-------------------------------------

1.预处理方案：ALL患者采用以下方案之一：①全身照射+环磷酰胺（TBI/Cy）+依托泊苷（Vp16）方案：TBI 5 Gy，−6～−5 d；CTX 1.8 g·m^−2^·d^−1^，−3～−2 d；阿糖胞苷（Ara-C）2 g·m^−2^·d^−1^，−5～−4 d；Vp16 200 mg·m^−2^·d^−1^，−6～−4 d。②改良白消胺+环磷酰胺（Bu/Cy）+Vp16±TBI方案：司莫司汀250 mg·m^−2^·d^−1^，−7 d；白消安3.2 mg ·m^−2^ · d^−1^，−6～−4 d；CTX 1.8 g·m^−2^·d^−1^，−3～−2 d；Ara-C 1 g·m^−2^·d^−1^，间隔12 h，−7～−6 d；Vp16 200 mg·m^−2^·d^−1^，−7～−6 d。CLL患者采用Flu+改良Bu/Cy预处理方案：Flu 30 mg·m^−2^·d^−1^，−6～−2 d；白消安3.2 mg·m^−2^ ·d^−1^，−6～−4 d；CTX 500 mg·m^−2^·d^−1^，−6～−3 d。无关供者移植：抗胸腺细胞球蛋白（ATG）1.5 mg·m^−2^·d^−1^，−4～−1 d；亲缘单倍型移植：ATG 2.0～2.5 mg·m^−2^·d^−1^，−4～−1 d。

2.GVHD的预防：同胞全相合移植采用环孢素A（CsA）+短程甲氨蝶呤（MTX）预防GVHD；无关供者及亲缘单倍型移植采用吗替麦考酚酯（MMF）+CsA+短程MTX预防GVHD。同胞全相合及无关供者、亲缘单倍型移植分别自−2、−6 d开始予以CsA 2 mg·kg^−1^ ·d^−1^ 持续24 h静脉滴注，维持血药浓度200～250 µg/L，并根据GVHD个体化调整。MTX 15 mg·m^−2^·d^−1^，+1 d；10 mg·m^−2^·d^−1^，+3、+6、+11 d。MMF −6 d 开始口服15 mg·m^−2^·d^−1^，每12 h 1次，至+30 d开始减量，未发生GVHD时至+60 d停用。当发生Ⅱ度以上急性GVHD（aGVHD）时可予以甲泼尼龙，疗效欠佳时可予以他克莫司、抗CD25单抗、ATG、间充质干细胞、芦可替尼等。

3.巨细胞病毒（CMV）及EB病毒（EBV）感染的预防：移植前供、受者均接受CMV及EBV抗体检测。所有患者从预处理开始至−2 d予以更昔洛韦10 mg·kg^−1^·d^−1^预防性抗病毒治疗。+1 d开始予以口服阿昔洛韦预防性抗病毒治疗。移植后6个月内每周检测1～2次CMV、EBV DNA，当CMV-DNA\>1×10^3^拷贝/ml予以更昔洛韦10 mg·kg^−1^·d^−1^或膦甲酸钠90 mg·kg^−1^·d^−1^抢先治疗；当EBV-DNA\>1×10^3^拷贝/ml予以利妥昔单抗100 mg/m^2^抢先治疗。

4.移植相关并发症的预防及治疗：应用前列腺素E1预防肝静脉闭塞；应用环磷酰胺时予以美司钠解救；予以水化、碱化、利尿预防及治疗出血性膀胱炎。

三、疗效及不良反应评价 {#s1c}
----------------------

1.CAR-T细胞治疗：回输后第30天及移植前评估骨髓细胞形态学、微小残留病（MRD）了解近期疗效，采用NCCN指南疗效评估标准。细胞因子释放综合征（CRS）诊断标准参考Lee等[@b9]提出的标准，分为4级。

2.allo-HSCT植入标准及MRD监测：中性粒细胞绝对计数（ANC）\>0.5×10^9^/L连续3 d为粒细胞植入；PLT\>20×10^9^/L连续7 d且脱离输注为血小板植入。+30 d行骨髓细胞形态学、MRD及短串联重复序列多态性（STR）检测疾病及供者植入状态。植活后据病情每3～4周完善骨髓细胞形态学、MRD及STR检测。MRD依据ELN2018共识[@b10]，采用流式细胞术（FCM）及实时定量PCR（RQ-PCR）检测。MRD阳性：FCM检测骨髓异常免疫表型微小残留细胞≥0.1％或RQ-PCR法检测特异性基因为阳性；MRD阴性：FCM检测骨髓异常免疫表型微小残留细胞\<0.1％或RQ-PCR法检测特异性基因为阴性。

四、随访 {#s1d}
--------

采用门诊、住院复查、电话随访及检索病例的方式进行随访。随访截止日期为2019年5月30日。中位随访时间为262（150～540）d。OS时间为CAR-T细胞治疗当天至死亡或随访终点。无病生存（DFS）时间为CAR-T细胞治疗后获得CR至疾病复发、死亡或随访终点。复发时间为CAR-T细胞治疗后至疾病复发。

五、统计学处理 {#s1e}
--------------

采用SPSS17.0软件进行统计分析，采用Kaplan-Meier法计算GVHD累计发生率、生存率及移植相关死亡率。

结果 {#s2}
----

1.患者基本资料：10例高危难治B淋巴细胞白血病患者应用抗CD19 CAR-T细胞获得深度缓解后序贯allo-HSCT治疗，其中男5例，女5例，中位年龄23.5（10～31）岁。复发难治急性B淋巴细胞白血病（B-ALL）9例，慢性淋巴细胞白血病（CLL）1例，其中1例为原发耐药，9例为巩固强化治疗过程中复发。9例B-ALL中5例为复杂核型，2例存在IKZF缺失突变，1例存在NOTCH1突变，1例存在EBF1、ETV6缺失突变。4例Ph^+^ALL复发患者均出现T315I突变；1例CLL复发患者出现TP53突变。9例复发难治ALL患者诱导治疗至抗CD19 CAR-T细胞治疗中位疗程数为8（3～15）个。1例复发难治CLL患者接受抗CD19 CAR-T细胞前曾接受BCL-2抑制剂（Venotoclax）3个月后耐药，更换伊布替尼单药治疗2个月达部分缓解（PR）。接受抗CD19 CAR-T细胞治疗前9例ALL患者骨髓原始细胞中位值为0.450（0.150～0.670）。10例患者CAR-T细胞治疗后30 d及allo-HSCT前评估细胞形态学均达CR及MRD阴性。抗CD19 CAR-T细胞回输后10例患者均发生以发热为主CRS，1级5例，2级4例，3级1例，未出现脏器损害，期间出现3～4度骨髓抑制，予以G-CSF及输注相应血制品支持治疗。10例高危难治患者allo-HSCT前临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 10例接受抗CD19 CAR-T细胞治疗获得深度缓解难治B淋巴细胞白血病患者临床情况

  例号    性别   年龄 (岁)  疾病类型   染色体                                                             基因突变                                确诊至 CAR-T疗程                                   治疗前肿瘤负荷                   CRS级别  疗效
  ------ ------ ----------- ---------- ------------------------------------------------------------------ ----------------------- ------------------------------------------------- ------------------------------------------------ --------- -----------------------------------------------------
  1        男       29      B-ALL      46,XY,der（19）t(1;19） (q23;p13)\[4\]                             E2APBX1                                         3                                              0.300                          1级    MRD转阴
  2        男       23      B-ALL      正常核型                                                           无                                              4                                              0.650                          3级    MRD转阴
  3        女       11      Ph^+^ALL   46,XX,t(9;22)(q34;q11)\[1\]/46, XX\[19\]                           BCR-ABLT315I IKZF缺失                           7                                              0.520                          2级    MRD转阴
  4        男       31      B-ALL      正常核型                                                           IKZF、EBF1、                                    6                                              0.150                          1级    MRD转阴
                                                                                                          ETV6缺失                                                                                                                             
  5        女       24      Ph^+^ALL   46，XX，t(9;22)（q34;q11）\[10\]                                   BCR-ABLT315I                                   12                                              0.670                          2级    MRD转阴
  6        女       10      B-ALL      正常核型                                                           无                                             15                                              0.580                          2级    MRD转阴
  7        男       31      Ph^+^ALL   46,XY,del(5)(q13;q22),t(9;22) (q34;q11)\[3\]/46,XY\[3\]            BCR-ABLT315I                                    7                                              0.450                          1级    MRD转阴
  8        男       30      Ph^+^ALL   46,XY,-9,t(9;22)（q34;q11）, +der（22）t（9;22）\[9\]/46,XY\[1\]   BCR-ABLT315I                                   12                                              0.350                          2级    MRD转阴
  9        女       14      B-ALL      46,XX,+8,-20\[10\]/46,XX\[6\]                                      NOTCH1                                          6                                              0.360                          1级    MRD转阴
                                                                                                                                                                                                         0.022                                 MRD转阴
  10       女       23      CLL        del(17p)                                                           TP53                     Bcl-2抑制剂（Veneto-clax）耐药，予伊布替尼达 PR   双侧颈部、腋窝多发肿大淋巴结，脾脏肋缘下 4.1cm     1级    双侧颈部、腋窝未见肿大淋巴结， del(17p)^−^，TP53^−^

注：ALL：急性淋巴细胞白血病；CLL：慢性淋巴细胞白血病；MRD：微小残留病；CRS：细胞因子释放综合征；PR：部分缓解

2.抗CD19 CAR-T细胞序贯allo-HSCT治疗移植特征及造血重建情况：抗CD19 CAR-T细胞治疗达深度缓解至allo-HSCT中位时间32.5（20～60）d。其中亲缘全相合移植2例，亲缘单倍型移植8例。移植后10例患者均获得造血重建，中性粒细胞植入中位时间为15（15～21）d，血小板植入中位时间为19（17～30）d。回输供者单个核细胞（MNC）中位数为11.13（7.05～18.23）×10^8^/kg。所有患者+30 d复查骨髓细胞形态学、MRD均提示达CR状态，STR完全嵌合。具体移植相关情况见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 10例抗CD19 CAR-T细胞治疗获得深度缓解后序贯allo-HSCT难治B淋巴细胞白血病患者移植情况及转归

  例号    深度缓解至移植时间 ^a^ (d)  移植供者   移植类型    预处理方案        输注MNC (×10^8^/kg)  GVHD预防          疗效                转归
  ------ ---------------------------- ---------- ----------- ---------------- --------------------- ----------------- ------------------- ---------------------------------------------------------------------
  1                   20              MSD        PBSCT       TBI/Cy+Vp16              9.05          CsA+MTX           CR STR:100％        发生皮肤轻度慢性GVHD，已无复发生存540d
  2                   30              MMRD       BMT+PBSCT   TBI+Bu/Cy+Vp16           10.52         CsA+MTX+MMF+ATG   CR STR:100％        发生皮肤及肝脏慢性GVHD，已复发生存240d
  3                   35              MMRD       BMT+PBSCT   Bu/Cy+Vp16               17.58         CsA+MTX+MMF+ATG   CR STR:100％        发生皮肤及肝脏慢性GVHD，已复发生存150d
  4                   20              MSD        PBSCT       TBI+Bu/Cy+Vp16           7.58          CsA+MTX           CR STR:98.2％       发生肠道轻度慢性GVHD，已复发生存150d
  5                   28              MMRD       BMT+PBSCT   Bu/Cy+Vp16               10.84         CsA+MTX+MMF+ATG   MRD^+^ STR:98.5％   +240dMRD转阳，予以帕纳替尼 +IFN+ IL-21个月，BCR-ABL拷贝数明显降低
  6                   34              MMRD       BMT+PBSCT   Bu/Cy+Vp16               18.23         CsA+MTX+MMF+ATG   CR STR:100％        无明显不适，已复发生存达300d
  7                   25              MMRD       BMT+PBSCT   TBI/Cy+Vp16              7.05          CsA+MTX+MMF+ATG   CR STR:100％        发生皮肤轻度慢性GVHD，已无复发生存达330d
  8                   43              MMRD       BMT+PBSCT   TBI+Bu/Cy+Vp16           11.5          CsA+MTX+MMF+ATG   CR STR:99.2％       发生肝脏慢性GVHD，已复发生存达280d
  9                   30              MSD        PBSCT       Bu/Cy+Vp16                7.9          CsA+MTX           CR STR:100％        无明显不适，已复发生存达230d
  10                  60              MMRD       BMT+PBSCT   Flu+Bu/Cy                11.13         CsA+MTX+MMF+ATG   CR STR:100％        +40d出现Ⅲ度皮肤、肠道基线GVHD，治疗后好转，+90d死于急性左心功能衰竭

注：^a^抗CD19 CAR-T细胞治疗达微小残留病（MRD）转阴到allo-HSCT的时间；MNC：单个核细胞；MSD：相合同胞供者；MMRD：亲缘配型不相合供者；PBSCT：外周血造血干细胞移植；BMT：骨髓移植；TBI：全身照射；Cy：环磷酰胺；Vp16：依托泊苷；Bu：白消安；Flu：氟达拉滨；ATG：抗胸腺细胞球蛋白；CsA：环孢素A；MTX：甲氨蝶呤；MMF：吗替麦考酚酯；CR：完全缓解；STR：短串联重复序列多态性

3.移植后疗效：10例患者的中位生存时间为262（150～540）d，10例患者移植后均达CR。1例Ph^+^ALL患者抗CD19 CAR-T细胞治疗序贯allo-HSCT后+240 d复查MRD转阳后予以干扰素（IFN）联合白细胞介素-2（IL-2）治疗再次获得CR。具体移植疗效及转归见[表2](#t02){ref-type="table"}。

4\. GVHD及移植相关并发症发生情况：10例患者中，2例在移植后3个月内发生Ⅱ度aGVHD，予以调整免疫抑制剂后均好转。1例患者+40 d出现Ⅲ度皮肤及肠道GVHD，予以甲泼尼松龙、抗CD25单抗、芦可替尼及粪菌移植治疗后好转，+90 d患者因急性左心功能衰竭治疗效果差死亡。移植3个月后8例患者发生慢性GVHD，均为局限型，多累及皮肤、肝脏及口腔。所有患者预处理期间均发生呕吐及轻度腹泻等胃肠道反应，对症处理后症状减轻。其中1例患者预处理期间出现渗漏综合征，予以限制入量、补充白蛋白及利尿等治疗后好转。粒系未植入时发生肺部感染1例，血流感染4例，调整抗细菌及抗真菌治疗后好转。移植后动态监测CMV及EBV DNA拷贝数，1例患者于+50 d发生EBV血症及CMV血症，予以小剂量利妥昔单抗、更昔洛韦联合CMV特异性静脉丙种球蛋白治疗后转阴。无患者发生肝静脉闭塞症。

5.生存分析：截至随访结束，10例患者中9例存活，抗CD19 CAR-T细胞治疗达深度缓解后序贯allo-HSCT预期1年OS率为（90.0±1.0）％；预期1年DFS率为（85.7±1.3）％。1例患者死亡，移植相关死亡率（TRM）为10.0％，死亡原因为急性左心功能衰竭。

讨论 {#s3}
====

对于ALL或CLL，复发难治及合并不良预后突变患者采用常规化疗及靶向治疗CR率低、复发率高及长期生存不获益。而对于TP53基因异常CLL，虽然通过BTK抑制剂伊布替尼、PI3K抑制剂Idealalisib联合利妥昔单抗、BCL-2抑制剂Venetoclax等，使得OS及无进展生存（PFS）有所改善，但仍不能克服不良预后。allo-HSCT作为复发难治急、慢性淋巴细胞白血病最佳选择，使得部分患者受益，但其长期疗效受限于移植前疾病状态及肿瘤负荷，对于无法达到CR的患者，5年的挽救性移植OS率仅为8％[@b8],[@b11]--[@b13]。

近年，抗CD19 CAR-T细胞治疗在复发难治CD19^+^B细胞肿瘤的临床试验中取得令人欣喜的结果，与常规化疗相比，CR率（80％～90％）及长期生存率明显提高[@b14]--[@b15]；而对于复发难治CLL，虽其CR率（30％～60％）低于复发难治B-ALL，仍使TP53异常复发难治患者受益并获得allo-HSCT时机[@b16]。尽管抗CD19 CAR-T细胞治疗使得复发难治淋巴细胞白血病患者再次获得深度缓解，但仍存在由于体内T细胞功能缺陷及免疫微环境紊乱导致增殖及细胞毒性受损、CAR-T细胞活性无法长期维持、肿瘤抗原表达逃逸变异等因素影响长期疗效，从而导致复发[@b17]--[@b19]。Lee等[@b20]采用抗CD19 CAR-T细胞治疗20例儿童及成人复发难治B细胞肿瘤，CR率达70％，2例患者分别在输注CAR-T细胞后3、5个月出现CD19^−^复发。Maude等[@b21]采用CAR-T细胞治疗30例复发难治B-ALL，90％达CR，1年DFS率为44％，20例再次复发，13例为CD19^−^复发。

目前对于复发难治淋巴细胞白血病患者CART细胞治疗达CR后序贯移植是否获益仍存在争议。Park等[@b4]报道接受CAR-T细胞达MRD阴性患者，PFS及OS序贯移植与未移植组差异无统计学意义。然而Lee等[@b20]报道复发难治ALL CAR-T细胞治疗达CR后序贯allo-HSCT患者获得长期生存，且无明显不良反应，未序贯移植复发患者中出现CD19^−^复发。Pan等[@b22]采用抗CD19 CAR-T细胞治疗复发及MRD阳性患者，90％（36/40）复发患者获得CR/伴血细胞不完全恢复的CR，100％（9/9）MRD阳性患者转阴；27例序贯allo-HSCT患者中，23例中位随访206 d MRD持续阴性，18例未接受移植患者9例复发。左英熹等[@b5]报道儿童复发难治ALL CAR-T细胞长期疗效提示是否桥接allo-HSCT是影响患儿无事件生存的独立危险因素，且提示CAR-T细胞桥接移植可能使患者受益。因此，CAR-T细胞治疗达CR后序贯allo-HSCT或许能够克服短期复发，从而改善复发难治患者的长期疗效。

基于以上研究，我们尝试对抗CD19 CAR-T细胞治疗达深度缓解的10例难治患者序贯allo-HSCT治疗。所有患者CAR-T细胞治疗中均发生CRS，多以发热为主（1、2级），仅1例患者出现低血压（3级），予以低剂量升压药及补液后好转。allo-HSCT前所有患者经CAR-T细胞治疗后MRD均为阴性。CAR-T细胞治疗达深度缓解至allo-HSCT中位时间32.5 d，移植后100％获得造血重建，+30 d骨髓细胞形态学、MRD均提示达CR状态，10例均获得完全供者嵌合。移植后预期1年OS率为（90.0±1.0）％，预期1年DFS率为（85.7±1.3）％，TRM为10.0％。截至随访日，仅1例患者出现MRD转阳，予以IFN+IL-2治疗后MRD拷贝数明显降低。预处理相关不良反应主要为呕吐及轻度腹泻等胃肠道反应；移植后期1例发生EBV血症及CMV血症，予以更昔洛韦联合CMV特异性静脉丙种球蛋白治疗后转阴。20％患者移植后3个月内发生Ⅱ度aGVHD，予以调整免疫抑制剂后均好转；仅1例出现Ⅲ度皮肤及肠道GVHD，予以甲泼尼龙、抗CD25单抗、芦可替尼及粪菌移植治疗后好转，但最终因急性左心功能衰竭死亡。

综上，本组病例资料显示，抗CD19 CAR-T细胞治疗达深度缓解后序贯allo-HSCT治疗高危难治B淋巴细胞白血病患者具有良好的近期疗效，预处理可耐受，相关不良反应、移植相关风险及移植后相关并发症发生率可接受。但由于本研究为回顾性分析，且仅为CAR-T细胞治疗获得深度缓解后行allo-HSCT病例，样本量少、随访时间短，有效性、长期疗效及生存情况仍需扩大病例及长期随访。
